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RESUMO: Os hidrocarbonetos policiclicos arométicos constituem uma familia de mais de 100 compostos
organicos, formados principamente em processos de combustdo incompleta de matérias organicas e cuja
quantidade formada € uma funcdo da natureza da espécie pirolisada e da temperatura de exposicao.
Encontram-se na natureza como contaminantes de solos, ar, agua e aimentos. Muitos destes compostos
s80 carcinogénicos e mutagénicos, o benzo(a)pireno (BAP) tem ddo utilizado como indicador do
potencia carcinogénico de aimentos contaminados, uma vez que a cadela dimentar contribui com cerca
de 97% do totad de BAP ingerido diariamente pdo homem. S30 poucos os estudos referentes a
contaminacdo de cafés, de modo que a presente pesquisa visa determinar o teor de BAP neste produto.
Dois métodos estdo sendo testados para a preparacdo da amostra: no primeiro, uma pré-extragdo com
solvente organico (acetona), saponificacdo e extragdo por particio com outro solvente organico
(cicloexano); no segundo, extracdo com solvente organico (cicloexano) e purificagdo em coluna
cromatogréfica de silica-gel. A andlise dos extratos purificados é conduzida por cromatografia liquida de
ata eficiéncia (CLAE), com coluna de fase reversa C-18 e detector de fluorescéncia Nos estudos
redizados, verificou-se que as melhores condigBes para a redizacdo das andises sdo a duicdo da amostra
com uma mistura isocrética de acetonitrila e dgua (80:20) e deteccdo por fluorimetria com comprimento
de onda de excitagdo de 365 nm e emissdo de 418 nm.
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SYSTEMATIC STUDY FOR THE DETERMINATION OF BENZOPYRENE IN COFFEE

ABSTRACT: Polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHS) constitute a large class of organic compounds,
and hundreds of individua substances may be released during the incomplete combustion of organic
matter. The amount of PAH reeased from any process is largely dependent on raw materids and
combustion temperatures. They are ubiquitous compounds appearing like contaminants in soils,
amosphere, waters and food. Many of these compounds are known carcinogens and/or mutagens. It has
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been estimated that the food chain contributes about 97 % of the total daily intake of benzo(a)pyrene,
which serves as toxicological indicator of the carcinogenic potencid of foods. There are a few
publications concerned with coffee contaminated by PAHSs, and the theme was the principa objective of
this work. The coffee samples have been prepared by two experimenta methods: (i) pre-extraction with
organic solvent (acetone), saponification and partition extraction with another organic solvent
(cyclohexane), and (ii) extraction with organic solvent and clean-up using slica-gel chromatography
column. Benzo(a)pyrene in the concentrated extracts was analysed by HPLC using isocratic elution and
the mobile phase was a mixture of 80 % acetonitrile and 20 % deionized water. The samples were
anaysed using a C18 column and fluorescence detector with a 365 nm excitation filter and 418 nm

emisson filter.

Key words: benzo(a)pyrene, coffee, roasting, PAH.

INTRODUCAO

Os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAS) representam uma familia de mais de 100
compostos organicos, sendo caracterizados por possuirem dois ou mais anéis arométicos condensados.
S30 formados, principadmente, em processos de combustdo incompleta de matérias organicas e
encontram-se na natureza como contaminantes de solos, ar, agua e alimentos.

Essas substancias tém ampla distribuicdo e sdo encontradas como congtituintes de misturas
complexas em diferentes setores ambientais. Os HPAs j& foram detectados na atmosfera de zonas urbanas,
suburbanas, florestais e nas areas mais distantes do planeta, como a Antértica, porém suas concentragdes
S0 maiores em &reas densamente povoadas e zonas industriais (1,2).

A composicéo e complexidade das misturas de HPAs estéo diretamente relacionadas com o tipo de
fonte emissora. Geramente essas misturas sdo bastante complexas e contém uma grande variedade desses
compostos em diferentes concentragoes.

As fontes de contaminagdo sdo diversas (3,4,5), podendo ser naturais ou antropogénicas. Dentre as
naturais podemrse citar vulcbes, queima de biomassa (como florestas) e sintese por plantas e
microrganismos. As antropogénicas sdo: processamento de petroleo e gés natura, producdo de auminio,
gaseficacdo de coque, plantas de incineracdo de rejeitos, aguecimentos domésticos e indudtriais,
combustdo de automoveis, fumaca de cigarro, producéo de alimentos, entre outras. A contribuicdo de
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fontes naturais de HPAs é muito limitada, e as fontes antropogénicas representam o principal processo de
emissio desses compostos. No Brasil ndo existe ainda um banco de dados que permita estimar as
quantidades e respectivas fontes de HPAs formados e liberados no ambiente, bem como sdo escassas as
informagoes referentes & contaminagdes dos alimentos.

A formagdo dos HPAs envolve processos complexos. Eles sdo pirossintetizados a partir de
produtos de degradacéo contendo duas ou quatro unidades de carbono, como radicais etileno e butadieno
(2). Ainda, a quantidade de produto formado esté relacionada com a temperatura e ao tipo de exposicéo ao
aquecimento e da matéria-prima utilizada (4).

Os HPAs estéo gerdmente associados a0 aumento da incidéncia de diversos tipos de canceres no
ser humano. Véios desses compostos sdo capazes de reagir diretamente, ou apos sofrerem transformactes
metabdlicas, com o DNA, tornando-se potenciais carcindgenos e eficientes mutagénicos (3,8). Dessa
forma, essa classe de compostos € uma ameaca potencia a salde publica, colocando em risco toda a
populagéo a ela exposta.

Os HPAs podem penetrar no corpo humano por indacdo, atraves da pele ou por ingestéo. A acéo
exercida peos HPAs é ativada durante o processo metabdlico, que tem a findidade de promover a
excregdo urinaria Fatores metabolicos, estereoquimicos e conformacionais, bem como a reatividade
biol 6gica dos metabdlitos, contribuem para a marcante diferenca carcinogénica dos diferentes HPAS.

Dentre os compostos que constituem a classe dos HPAS, o benzo(a)pireno (BaP) é um dos mais
estudados, por ter sido um dos primeiros a ser identificado e sintetizado em laboratério, facilitando o
estudo de sua toxicidade e mutagenicidade em experimentos laboratoriais, e também por se destacar pelo
seu ato potencial carcinogénico/mutagénico. O mecanismo de eiminacd do BaP pelo corpo humano
envolve a formacdo de epoxidos e, posteriormente, de compostos poliidroxilados (mais solUvels em agua),
gue sB0 mais facilmente diminados pela via urinaia. Um dos intermedi&rios formados durante este
processo pode reagir com a guanina do DNA, formando um aduto que pode forcar a célula a erros de
reparacdo que podem resultar em tumoragéo (3,8).

Pesquisas revelam que a cadeia adimentar contribui com aproximadamente 97% do total de
exposicdo humana di&ria a0 benzo(a)pireno (9), que tem sido detectado nos mais diferentes tipos de
alimentos, como carnes, peixes, frutas, vegetais, entre outros, estando presente inclusive em aguas de
abastecimento (11,12). Nos Estados Unidos, através da aimentacdo ingere-se uma quantidade de 0,16-1,6
ng BaP/dia, que esta de acordo com o registro do consumo de HPA per capita na Holanda. Muitos estudos
expressam o conteldo de HPAs encontrados em aimentos como “contelido de benzo(a)pireno”, o qua

expressa o potencia carcinogénico da mistura.
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Os HPAs néo ocorrem, normamente, em teores eevados em aimentos crus (3), mas podem ser
gerados por processamento, diferentes tipos de cozimento, torrefacdo, ou mesmo durante o processo de
armazenagem e estocagem. Os vegetais podem ser contaminados pela deposicdo de particular
provenientes do ar ou pelo cultivo em solos contaminados. Os niveis de HPAs individual em carnes,
peixes, produtos matinais, vegetais e frutas, cereais e seus produtos, doces, bebidas, gorduras animal e
vegetad e dleos encontram-se na faixa de 0,01-10 ng/kg. Concentracbes acima de 100 ng/kg foram
detectadas em carnes defumadas e acima de 86 ng/kg em peixe defumado; cereals torrados chegam a
conter 160 ng/kg.

Pesquisas de HPAS, e mais especificamente de BaP, em amostras de café sdo raras, tendo poucas
referéncias bibliogréficas para consulta, sendo dificil uma avaliagdo sobre o risco de exposicdo a estes
compostos atraves da ingestdo desta bebida. A contaminacéo do café pode ocorrer durante o processo de
torrefacdo, dependendo das temperaturas utilizadas, como pela exposicdo das sementes a0 meio ambiente,
ocorrendo contaminacdo através das particulas do ar durante 0 seu armazenamento e secagem. Os poucos
dados encontrados na literatura relatam a presenca de BaP na faixa de 0,3-15,8 ng/kg em amostra de café
torrado (12,13).

Como o café, na sua cadeia de producdo, é passivel de contaminacdo por HPAs e, mais
especificamente, por benzo(a)pireno, sdo de suma importancia estudos sisteméticos que comprovem a
presenca ou auséncia destes compostos.

Caso se verifique a ndo-contaminagdo, esses resultados seréo valiosos como garantia de qualidade
do produto, principalmente para as exportagdes, uma vez que as comunidades européia e americana estéo
realizando estudos sobre avaliacdo da ingestéo de HPAs em suas dietas, para posteriormente poderem
definir parametros legais para um controle destes compostos na alimentaco.

Por outro lado, se a contaminacdo for verificada neste estudo prévio, constituira um dado
importante para se iniciarem pesquisas que permitam evitar esta contaminagdo, a partir de um
monitoramento de todas as etapas da cadeia de producdo, desde a matéria-prima até o produto final, e mais
especificamente da torrefacdo, que deve ser a etapa mais critica de todo 0 processo.

Em suma, no comércio internaciona os atributos de qualidade e seguranca dos produtos destinados
a exportacdo tém sdo fundamentais na aceitacdo destes em diferentes mercados. Os resultados gerados
neste projeto, sobre os nivels de benzo(a)pireno em cafés brasileiros, trardo subsidios para melhor controle
deste composto de reconhecido potencia carcinogénico, resultando em um produto de melhor qualidade e
garantindo maior competitividade.
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MATERIAL E METODOS

Foram andisadas amostras de café verde, torrado moido e solivel em duas variedades. ardbica e
conillon; as amostras foram torrefadas pelos seguintes métodos. americano, convencional menos,
convencional, convencional mais e queimado.

Duas metodol ogias de extragao e purificacéo da amostra foram testadas.

Na primeira, 0 benzo(a)pireno foi extraido seguindo a técnica de Grimmer & Bohnke (1975), em
que é feita uma particéo liquido-liquido e posterior limpeza em coluna de silica-gdl.

Amostra
Cicloexano + DMF:H20 (9:1, v/v)
ciclohexano
DMF:H20 (9:1)
Agua + cicloexano
DMF: H20

cicloexano
Liltragéo em sulfato de sodio
Fracéo
Concentrar a vacuo
Cromatografia em coluna de silica-gel (15% de &gua)

Evaporar o eluato a vacuo

Dissolver em acetonitrila

Cromatografia liquida de alta eficiéncia

No segundo método far-se-a uma extragdo em extrator Soxhlet com acetona, seguido de
saponificacdo e extragdo com cicloexano. Neste método o uso de solventes e vidraria é limitado, a fim de
minimizar a contaminacao.
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Amostra

Extracdo em Soxhlet com acetona

Evaporar avécuo

Saponificar com KOH em metanol:agua (9:1)

Adicionar 100mL de ciclohexano

Adicionar &gua

Separar as fases (uma noite)

50 mL dafase cicloexano foi concentrada a vacuo (50% da amostra)
|L>e£iduo

Dissolver em acetonitrila

Cromatografia liquida de alta eficiéncia

RESULTADOS

As condi¢des cromatogréficas para a determinacdo de benzo(a)pireno foram estudadas, e a que
gpresentou melhor desempenho com maior repidez na andlise foi a seguinte: eluicdo isocrética com a
mistura acetonitriladgua (80:20), coluna de fase reversa Lichrospher 100 RP-18, fluxo - 1mL/min,
temperatura do forno de 35°C, volume de injecdo de 20 mL e detector de fluorescéncia nos seguintes
comprimentos de onda: 365 nm para excitagdo e 418 nm para emissdo. Nessas condi¢les, o tempo de
retencéo para o0 benzo(a)pireno foi de aproximadamente cinco minutos. Esses parametros serdo avaiados
para amostras de café, para que interferentes da amostra ndo sgjam duidos e detectados nas mesmas

condigoes.
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Figura 1 - Cromatograma do benzo(a)pireno

Fase movel: acetonitrila: agua (80:20). Figura 2 - Cromatograma do benzo(a)pireno.

Fase mével: acetonitril:agua (75:25)

Figura 3 - Cromatograma do benzo(a)pireno.
Fase movel: acetonitrila:égua (70:30).
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